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１．要 旨 
 基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ（Extended-spectrum-β-lactamase: ESBL）
産生腸内細菌科細菌は、本邦の診療現場においても問題となる薬剤耐性菌であ
る。とりわけ、CTX-M 型の ESBL を産生する大腸菌が世界的に増加しており、
特定の遺伝子学的クローンに属し、β-ラクタム系薬やキノロン系薬など多系統
の抗菌薬に耐性を示す株の拡散が主な要因と考えられている。本邦において、
ESBL 産生菌の分離頻度は院内のみならず市中でも増加傾向にある。本研究では、
宮城県内の市中における ESBL 産生大腸菌の β-ラクタム系・キノロン系抗菌薬
に対する耐性機序および耐性遺伝子の伝播機序を調査し、地域における ESBL
産生大腸菌の分子疫学的特徴を明らかにすることを目的とした。 
 宮城県内の診療所および病院外来より収集された、計 96 株の ESBL 産生大腸
菌を対象として解析を行なった。第 3 世代セファロスポリン系薬のうちセフォ
タキシムには 1 株を除き耐性であったが、セフタジジムには 42.7％で感性が残
存していた。カルバペネム耐性株はみられなかった。ナリジクス酸、レボフロ
キサシンにはともに 80%以上が耐性であった一方、新規キノロン系薬のシタフ
ロキサシンには 81.3%が感性を示した。ESBL の型別では、全例が CTX-M 型
ESBL を産生し、これまでの国内の報告と同様に CTX-M-9 グループに属するも
のが最多であったが、本邦の臨床分離株由来としては稀少な CTX-M-8 が確認さ
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れた。CTX-M-9 グループについては、セフタジジムの耐性化が進行した
CTX-M-27 が全体の 50%を占め、これまで最多であった CTX-M-14 を上回って
いた。染色体性のキノロン耐性変異として DNA ジャイレース（gyrA 領域）の
S83L 変異およびトポイソメラーゼⅣ（parC 領域）の S80I 変異が高頻度にみら
れ、既存の報告と同様に変異数の合計が多い株においてキノロン系薬の MIC が
高い傾向が確認された。接合伝達能が確認された 5 株中 4 株において不和合性
群 F, FIA, FIB のプラスミドの伝達がみられた。Multilocus sequence typing 
(MLST)にて、CTX-M-14 陽性株はシークエンスタイプが多様であるのに対し、
CTX-M-27 陽性株は ST131 が 93.8%を占め、特定クローンの拡散が考えられた。 
 以上より、宮城県の市中においてβ-ラクタム系・キノロン系薬を含む多剤耐
性を示す CTX-M-27 型 ESBL 産生大腸菌 ST131 が拡散していることが示唆され
た。多系統の抗菌薬に耐性を示すと同時に病原性の高いクローン ST131 の市中
における拡散は、市中感染症に対して抗菌薬の処方機会の多い診療現場におい
て特に注意を要するため、継続的な分子疫学的調査が必要と考えられた。本研
究により解明された、宮城県の市中で生じている ESBL 産生大腸菌の多剤耐性
機序および CTX-M 遺伝子の多様な伝播機序をふまえ、急性期病院のみならず
地域の医療機関等と連携した感染対策および抗菌薬の適正使用を推進していく
ことが重要と考えられた。  
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２．研究背景 
 薬剤耐性菌とそれにともなう感染症の増加を背景として、薬剤耐性は国内外
において大きな課題の一つとして挙げられている 1)。薬剤耐性に起因する全世界
の死亡者数は、2013 年現在、約 70 万人と推定されているが、何も対策を講じ
ない場合、2050 年には 1000 万人となり、悪性腫瘍による死亡者数を上回ると
する報告がある 2)（図 1）。一部の細菌は生来の特徴として抗菌薬耐性を示すこ
とが知られているが、1940 年代以降、抗菌薬の開発・普及とともにさまざまな
薬剤耐性菌の出現と急速な拡散がみられ、新たな薬剤の開発とそれに対する耐
性菌の出現が繰り返されてきた。近年、カルバペネム耐性腸内細菌科細菌のよ
うに既存の多系統の抗菌薬に耐性を示す細菌が出現し、一方で開発中の抗菌薬
は限られている。このような状況の中、限りある抗菌薬を適切に使用し感染症
を治療するとともに、薬剤耐性菌の拡散を予防することが重要と考えられてい
る 1）。 
 薬剤耐性菌の拡散の機序として一般に、抗菌薬曝露にともなう細菌の遺伝子
変異や耐性遺伝子の獲得、もしくはすでに耐性を示していた細菌の抗菌薬によ
る選択が挙げられる 3)。医療機関での拡散が問題となる薬剤耐性菌について、本
邦における近年の動向として、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌、ペニシリン耐
性肺炎球菌、多剤耐性緑膿菌、カルバペネム耐性緑膿菌の分離率は減少傾向に
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ある一方、第 3 世代セファロスポリン耐性大腸菌、フルオロキノロン耐性大腸
菌の分離率は増加傾向にあり 4)、とりわけ大腸菌の第 3 世代セファロスポリン耐
性率は 17％と欧米諸国に比し高いことが示されている 5)（図 2）。 
 大腸菌をはじめとする腸内細菌科のグラム陰性桿菌は、尿路感染症や胆道系
感染症、敗血症をはじめとする市中および医療関連感染症の原因菌として頻度
の高い微生物であり、医療機関にて日常的に投与されることの多いペニシリン
系、セファロスポリン系、キノロン系などの抗菌薬に耐性を示す株が臨床的に
問題となりうる。基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ（Extended-spectrum-β- 
lactamase: ESBL）は、ペニシリナーゼの構造遺伝子の変異により、第 3 世代セ
ファロスポリン系薬やモノバクタム系薬をも分解するようになったβ-ラクタマ
ーゼであり、腸内細菌科細菌のセファロスポリン耐性の原因として重要である
6)。ESBL 産生腸内細菌科細菌は日本国内において分離頻度の高い薬剤耐性菌の
一つであり、医療関連感染対策上は接触感染によるヒト-ヒト間の伝播が問題と
なる。 
 ESBL 産生遺伝子は細菌のプラスミド上に位置することが多く、プラスミドの
授受を介して細菌どうしの間で伝達されうる 7,8)。すなわち、自然界あるいはヒ
トや動物の体内において、供与株と受容株の細菌間に一時的に架橋構造が形成
されることにより、ESBL 産生株から非産生株へ、ESBL 産生遺伝子を有するプ
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ラスミドの伝達が起こり、プラスミドを受容した株はセファロスポリン系薬に
対する耐性を獲得し、分裂・増殖にともないプラスミドの複製が起こることに
より耐性株が増殖すると考えられている 7,8) （図 3）。なお、細菌のプラスミド
上に位置する耐性遺伝子が他の細菌に伝達されるか否かは、そのプラスミドの
種類と関連することが知られており、1 つの細菌内で種類の異なる特定のプラス
ミドどうしが共存できず排除される性質を不和合性と呼ぶ 9)（図 4）。細菌のプ
ラスミド不和合性群（Incompatibility: Inc）の型は、プラスミドの複製に関与す
る複製開始点およびその近傍の塩基配列の違いにより PCR 法を用いて型別を行
うことができる 10, 11)。大腸菌のプラスミド不和合性群には Inc F, Inc H, Inc K な
どがあり、さらに Inc FIA, FIB などと細分類され、特定の不和合性群について
は PCR 法による型別方法が確立している（研究方法(6)に後述）12)。 
 ESBL は複数の亜型に分類される。以前は Klebsiella pneumoniae から検出さ
れる TEM 型、SHV 型が中心であったが、2000 年以降、CTX-M 型が世界的に
主流となり、大腸菌からの検出が増加している 13, 14, 15, 16, 17)。CTX-M 型の ESBL
には 160 種類以上の亜型があり、CTX-M-1 グループ、CTX-M-2 グループ、
CTX-M-9 グループなどのサブグループに分類される 18) (図 5)。これらの亜型は
地域により分布が異なるとともに時代により変動がみられるが、世界各地より
優位に分離されているものとして CTX-M-1 グループに属する CTX-M-15 があ
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る 16, 19)。 
 CTX-M 型の ESBL を産生する大腸菌のうち、CTX-M-15 を産生する株が世
界的に増加している ことの背景として、 抗原型の解析およ び Multilocus 
sequence typing (MLST)による分子疫学的解析によって、特定クローン E. coli 
O25b:H4-ST131 の拡散が主な要因であることが明らかになっている 19)。MLST
とは、7 種類のハウスキーピング遺伝子を用い、それぞれのハウスキーピング遺
伝子について塩基配列を決定しデータベースに登録されている情報と照合する
ことによりアレル番号を取得し、7 種類の組合せによりシークエンスタイプを決
定する分子遺伝学的手法である。ハウスキーピング遺伝子は菌種ごとに異なり
細菌の生存に必須となる酵素をコードするため、その菌種に必ず存在し塩基配
列が安定しており、かつわずかな置換をともなう配列であることを利用してお
り、対象菌株とデータベースとの比較により国内外の流行株との比較が可能と
なる 20, 21)。 
 なお近年、大腸菌のキノロン耐性率の増加も問題視されているが 4)、キノロン
系抗菌薬は一般に、細菌の染色体上の DNA ジャイレースおよびトポイソメラー
ゼⅣを標的とし、これらの変異の蓄積により耐性が生じる 22, 23, 24)一方、プラス
ミドにより伝達されるキノロン耐性因子も知られている 25)。ESBL 産生大腸菌の
多くが耐性機序の異なるキノロン系薬に対する耐性をあわせもつことが知られ
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ておりその背景に ST131 クローンの拡散があることも、MLST により明らかに
されている 26, 27)。 
 E. coli ST131 は、臨床的には腸管内や膀胱・腎臓に定着し 27)、他の腸管外病
原性大腸菌（Extra-intestinal pathogenic E. coli ; ExPEC）と同様の病原性を示す
ことが知られている 28)。臨床像としては尿路感染症のほか軟部組織・骨関節感
染症 29, 30)、髄膜炎 31)、敗血症性ショック 32, 33)など多岐にわたる感染症の起因菌
となりうる。なお家庭内においてヒト-ヒト間 28, 30, 32)、またヒトと動物の間 28)で
の E. coli ST131 の伝播による感染症も報告されており、E. coli ST131 は薬剤耐
性のみならず病原性も問題視されている。現在、世界的に拡散している
CTX-M-15 産生 E. coli ST131 は本邦でも分離されているものの 34)、欧米と異な
る点として、ST131 に属する ESBL 産生大腸菌のうち、CTX-M-1 グループに属
する CTX-M-15 よりも、ともに CTX-M-9 グループに属する CTX-M-14 もしく
は CTX-M-27 を産生する株が多いことが近年報告されている 35, 36)。 
 ESBL 産生菌は世界的に入院・外来患者および健常人より検出されており 37, 38, 
39, 40)、本邦において、その分離頻度は院内のみならず市中においても増加傾向に
ある 41, 42) 。国内の ESBL 産生菌の分離のリスクに関する報告として、介護施設
の入所者においては、分離頻度と要介護度、感染症の既往、抗菌薬投与歴およ
び入院歴 43, 44)、経腸栄養 45)との関連が示唆されているが、市中での拡散の要因
- 8 - 
 
については未解明の点が多い。本邦においては人口あたりの経口第 3 世代セフ
ァロスポリン系薬およびキノロン系薬の処方機会が多いことが指摘されており
46)、これらの薬剤に高頻度に耐性を示す ESBL 産生菌が市中において増加してい
る 41, 42)ことは公衆衛生上の懸念となりうる。 
 薬剤耐性菌による感染症およびその伝播への対策は大病院と同様、地域の小
規模病院においても重要視されている 47)。国内においても、急性期病院のみな
らず、療養型病院、診療所、介護施設等とも連携し適切な感染対策および抗菌
薬適正使用を推進するうえで、市中での ESBL 産生菌の増加の背景を明らかに
することが重要と考えられる。  
- 9 - 
 
３．研究目的 
 宮城県内の市中における ESBL 産生大腸菌の β-ラクタム系・キノロン系抗菌
薬に対する耐性機序および、接合伝達、特定クローンの拡散など耐性遺伝子の
伝播機序を調査し、地域における ESBL 産生大腸菌の分子疫学的特徴を明らか
にする。  
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４．研究方法 
(1) 対象菌株 
 2015 年 2 月から 7 月の期間に、宮城県内の診療所および病院外来より、公益
社団法人宮城県医師会 宮城県医師会健康センター検査部に提出された臨床検
体より分離され、マイクロスキャン WalkAway 同定薬剤感受性同時測定用パネ
ル NENC1J（ベックマン・コールター、カリフォルニア、米国）により同定お
よび感受性検査を行なった Escherichia coli のうち、セフタジジムもしくはセフ
ォタキシムの少なくとも一方に耐性と判定された菌株を収集した。菌株は東北
大学大学院医学系研究科 内科病態学講座 感染制御・検査診断学分野へ、感染
症法に基づく特定病原体等の施設基準、保管、使用、運搬、滅菌等の基準に従
って運搬、保管した。 
 収集した菌株のうち、Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI、2015
年版)に準拠したディスク拡散法 48)による ESBL 確認試験(図 4)にて陽性を示す
菌株を解析対象とした。すなわち、セフォタキシム（30μg）、セフタジジム（30
μg）、セフォタキシム（30μg）／クラブラン酸（10μg）、セフタジジム（30
μg）／クラブラン酸(10μg)の 4 種類の薬剤ディスク（表 2A）を用い、クラブ
ラン酸含有ディスクの阻止円径が非含有ディスクに比し 5mm 以上拡大した場
合に、ESBL 産生菌と判定した。 
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(2) 寒天平板希釈法による薬剤感受性試験 
 CLSI（2015 年版）に準拠した寒天平板希釈法 49)により、各薬剤の最小発育阻
止濃度（Minimum Inhibitory Concentration; MIC）を測定した（なお感性率の
判定は CLSI 2017 年版 50)に基づいて行なった）。薬剤として、ピペラシリン、ピ
ペラシリン・タゾバクタム、セフォキシチン、セフォタキシム、セフタジジム、
セフェピム、イミペネム、メロペネム、ナリジクス酸、レボフロキサシン、シ
タフロキサシン、ゲンタマイシン、アミカシン、アズトレオナムを用い（表 2B）、
希釈系列は 0.06-128μg/mL の範囲で検討した。精度管理株として E. coli ATCC 
25922 および E. coli ATCC 35218 を用いた。 
 
(3) PCR 法と DNA シークエンス解析によるβ-ラクタマーゼ産生遺伝子の検出
と型別 
 対象菌株より煮沸法（100℃、10 分間）により DNA を抽出し、表 3A に示す
プライマーおよび反応条件を用いた PCR 法により、bla TEM51), bla SHV51), bla 
CTX-M52), bla OXA-153), bla IPM-154)を含むβ-ラクタマーゼ産生遺伝子の検出を行なっ
た。PCR は Multiplex PCR Assay Kit Ver.2（タカラバイオ、滋賀）および T100
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™サーマルサイクラー（バイオ・ラッド、カリフォルニア、米国）を用い、増
幅産物は EZ-Vision®（AMRESCO、オハイオ、米国）を用いて 1.5%アガロー
スゲルにて電気泳動を行い、UV トランスイルミネーターGDS-7900（UVP、カ
リフォルニア、米国）によりバンドの有無を確認した。CTX-M-1 グループ 55, 56)、
CTX-M-2 グループ 57, 58)、CTX-M-9 グループ 59)のいずれかの ESBL 産生遺伝子
が陽性となった株については、ABI 3730xl DNA analyzer (Applied Biosystems、
カリフォルニア、米国)を用いたシークエンス解析により塩基配列を決定し、
BLAST を用いた相同性検索（http://ddbj.nig.ac.jp/blast/blastn?lang=ja）により遺
伝子の型別を決定した。 
 
(4) PCR 法と DNA シークエンス解析によるプラスミド性キノロン耐性遺伝子
および染色体性キノロン耐性決定領域の変異の検出 
 期間の前半に収集された 48 株につき解析を行なった。表 3B に示すプライマ
ーおよび反応条件にて、(3)と同様に PCR 法を行い、プラスミド性キノロン耐
性遺伝子（qnrA, qnrB, qnrS, aac(6')-Ib）の検出を行なった 60)。 
 また、染色体性キノロン耐性決定領域として、DNA ジャイレース（gyrA）お
よびトポイソメラーゼⅣ（parC）について表 3B のプライマー61)を用いて同様に
PCR 法およびシークエンス解析を行い、野生株の塩基配列と比較し変異の有無
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を解析した。 
 
(5) Multilocus sequence typing (MLST) による型別 
 研究方法(3)の解析にて CTX-M-27 もしくは CTX-M-14 が陽性の株につき、
Wirth らの方法 62)を参考に MLST を行なった。すなわち、7 種類のハウスキー
ピング遺伝子（adk (adenylate kinase), fumC (fumarate hydratase), gyrB (DNA 
gyrase), icd (isocitrate /isopropylmalate dehydrogenase), mdh (malate 
dehydrogenase), purA (adenylosuccinate dehydrogenase), recA (recombinase A)）
に対し、表 3C のプライマーおよび反応条件 62, 63)による PCR 法およびシークエ
ン ス 解 析 を 行 い 、 そ の ハ ウ ス キ ー ピ ン グ 配 列 と 既 存 の デ ー タ ベ ー ス
（http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/mlst/dbs/Ecoli）との照合によりシークエンスタ
イピングを行なった。 
 
(6) PCR 法によるプラスミド不和合性群の型別および液体培養法による接合伝
達試験 
 対象菌株のうち、CTX-M-15, CTX-M-14, CTX-M-27 の少なくとも１つが陽
性であり、セフポドキシムの MIC が 8μg/mL 以上、かつナリジクス酸に耐性
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（MIC 32μg/mL 以上）であり、いずれかの耐性マーカー（カナマイシン 64
μg/mL, テトラサイクリン 16μg/mL, クロラムフェニコール 32μg/mL, ス
トレプトマイシン 32μg/mL, リファンピシン 100μg/mL）のうち少なくとも
一つが陽性の菌株を、特定の施設・地域での集団発生の影響を排除するため分
離施設の重複を避けるように 12 株選択し、以下の解析を行なった。 
 表 3D に示すプライマーおよび反応条件 12)にて PCR 法によりプラスミド不和
合性群の検出を行なった。すなわち(1)不和合性群(Inc) HI1, HI2, I1、 (2) Inc X, 
M, N、 (3) Inc FIA, FIB, W、 (4) Inc Y, P, FIC、 (5) Inc AC, T, FⅡs につい
ては上記(1)-(5)の組合せにてそれぞれマルチプレックス PCR 法を、Inc F, K, 
B/O については個々に PCR 法を行なった 12)。 
 接合伝達試験の概略を図 7 に示す。対象菌株を E. coli J53 Azr 株（抗菌薬耐性
は示さないがアジ化ナトリウムに耐性を示す大腸菌）とともに試験管内で液体
培地（Difco™ LB Broth、 BD、ニュージャージー、米国）にて 37℃、一晩混
合培養した。得られた菌液を、セフポドキシム（8µg/mL）とアジ化ナトリウム
（100µg/mL）を同時に含有する寒天平板に塗布し 24 時間培養したのち、コロ
ニー発育の有無を判定した。発育した菌株についてはコロニー数を目視にて計
数し、E. coli J53 Azr 単独で培養したコロニー数との比較により、伝達頻度を算
出した 64, 65, 66)。 
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(7) 統計解析 
 統計解析はχ二乗検定を用い、P＜0.01 をもって有意と判定した。 
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５．研究結果 
(1) 菌株 
 研究方法(1)により収集・保管した菌株のうち、96 株が ESBL 確認試験にて陽
性と判定され、以下、これらを解析対象とした。 
(2) 薬剤感受性 
 薬剤感受性試験結果を表 4 に示した。対象とした 96 株は、1 株を除きピペラ
シリンに耐性（MIC 128μg/mL 以上）を示したが、多くはタゾバクタムにより
阻害された。イミペネム、メロペネム、アミカシンはすべての株が感性を示し
た。そのほか、各薬剤に耐性を示した株は、セフォキシチン（MIC 32μg/mL
以上）51 株（53.1%）、セフォタキシム（MIC 4μg/mL 以上）95 株（98.9%）、
セフタジジム（MIC 16μg/mL 以上）42 株（43.8%）、セフェピム（MIC 16μg/mL
以上）28 株（29.1%）、ナリジクス酸（MIC 32μg/mL 以上）86 株（89.6%）、
レボフロキサシン（MIC 8μg/mL 以上）77 株（80.2％）、ゲンタマイシン（MIC 
16μg/mL 以上）22 株（23.0%）、アズトレオナム（MIC 16μg/mL 以上）31
株（32.3％）であった。 
 なお、CLSI の 2014 年の改訂にて、セフェピムに関しては「中等度耐性 
(Intermediate)」に代わり「用量依存的感性 (Susceptible-Dose Dependent: 
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S-DD)」が用いられるようになった。すなわち、セフェピムによる治療失敗例
は分離株の MIC が、従来「中等度耐性」であった 4-8µg/mL にあり、かつ投与
量が少ない症例であり、この範囲の MIC であっても高用量投与により有効性が
期待できることより、「中等度耐性」から「用量依存的感性」に改められたため
67, 68) 、その基準に従い判定した。 
 また、新規キノロン系薬であるシタフロキサシンはブレイクポイントが設定
されていないため、同じキノロン系薬であるレボフロキサシンのブレイクポイ
ントを代用し感性、中等度耐性、耐性を判定した 69)。その結果、耐性は 6 株（6.25％）
にとどまり、12 株（12.5%）が中等度耐性、78 株（81.25％）が感性を示した。 
 
(3) PCR 法と DNA シークエンス解析によるβ-ラクタマーゼ産生遺伝子の検出
と型別 
 各種β-ラクタマーゼ産生遺伝子の陽性株数を表 5 に示した。対象とした 96
株のうち、TEM は 33 株（34.4%）、SHV は 1 株（1.0%）において陽性であっ
た。すべての株が CTX-M 型の ESBL 産生遺伝子を有していた。うち CTX-M-1
グループは 20 株（20.8%）で陽性であり、型別は、CTX-M-15 が 11 株（11.5％）、
CTX-M-28 と CTX-M-55 が各 3 株（3.1%）、CTX-M-1 , CTX-M-3, CTX-M-79 
が各 1 株（1.0%）であった。CTX-M-2 グループは 1 株（1.0%）で陽性であり、
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CTX-M-2 と同定された。CTX-M-9 グループは 74 株（77.1%）で陽性であり、
型別は CTX-M-27 が 48 株（50%）、CTX-M-14 が 25 株（26.0%）、CTX-M-65
が 1 株（1.0%）であった。 
 1 株で CTX-M-1 グループと CTX-M-9 グループがともに陽性であり、それぞ
れ CTX-M-15 および CTX-M-27 と同定された。なお CTX-M-1, M-2, M-9 グル
ープのいずれも陰性の株が 2 株確認された。これらのグループに属さない ESBL
の 1 つに CTX-M-8 があり、本邦の臨床検体からの報告例は 2 例 70, 71)にとどま
るものの、輸入鶏肉由来の大腸菌からの分離が注目されている 72, 73)ことから、
CTX-M-8 の特異的プライマーによる PCR 法 74, 75)を追加した。その結果、
CTX-M-1, M-2, M-9 グループ陰性 2 株中 1 株について CTX-M-8 の産生が確認
された。 
 OXA-1 は 1 株（1.0%）で陽性であったが、IMP-1 もしくは IMP-6 が陽性の
株はみられなかった。 
 
(4) PCR 法と DNA シークエンス解析によるプラスミド性キノロン耐性遺伝子
および染色体性キノロン耐性決定領域の変異の検出 
 対象とした 48 株中、プラスミド性キノロン耐性遺伝子 qnrA および qnrB に
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ついてはいずれも陽性株はみられず、qnrS は 2 株、aac(6’)Ib-cr は 1 株で陽性で
あった。染色体性キノロン耐性決定領域のうち、gyrA 領域の S83L 変異が 44 株
（91.7％）にみられ、うち 39 株（81.3%）では D87N、3 株（6.3％）で D87Y
変異をともなっていた。parC 領域では S80I 変異が 41 株（85.4％）にみられ、
28 株（58.3％）で E84V、1 株（2.1%）で E84G 変異をともなっていた。2 領域
の変異数の合計と、レボフロキサシンの MIC を表 6 に示した。 
 
(5) Multilocus sequence typing (MLST) による型別 
 結果を表 7 に示した。CTX-M-27 陽性の 48 株については、ST131 が 45 株（48
株のうち 93.75%）、ST38 が 3 株(6.25%)と同定された。一方、CTX-M-14 陽性
の 25 株については、ST38 が 8 株（32％）、ST131 が 6 株(24%)、ST648 が 4
株（16%）、ST68 および ST69 が各 2 株（8%）、ST457、ST1177、不明（デー
タベースとの一致なし）が各 1 株（4%）であった。ST131 の占める割合は、
CTX-M-27 陽性株が CTX-M-14 陽性株に比し有意に高かった (p= 0.00013; χ
二乗検定) 。  
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(6) プラスミド不和合性群の型別および接合伝達試験 
 結果を表 8 に示した。対象とした 12 株はすべて IncF 陽性であり、うち 9 株
では FIA と FIB もともに陽性であった。blaCTX-M のプラスミドによる伝達が 5
株で確認され、CTX-M-9 グループの ESBL 産生株 4 株（CTX-M-14 陽性の 2
株および CTX-M-27 陽性の 2 株）では IncF, FIA, FIB の伝達がみられた。伝達
頻度は 3.4x10-7 から 6.4x10-4 であった。  
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６． 考 察 
 今回収集した菌株は、宮城県医師会健康センター検査部に提出された臨床検
体から分離された大腸菌である。検体はすべて宮城県内の病院・診療所外来に
由来し、沿岸部と県北の一部を除くほぼ全域より提出されており、宮城県全体
の市中検体の状況を反映していると考えられた。 
 ESBL の世界共通の動向として 2000 年以降の CTX-M 型の増加および近年の
CTX-M-15 を産生する特定クローンの拡散 19)が指摘されているが、CTX-M の
サブグループや亜型の頻度などの傾向は地域により異なる。本邦の臨床検体に
由来する ESBL 産生大腸菌に関する解析として、2000 年以降の CTX-M 型の増
加は世界の動向と同様であるが、本邦の特徴として CTX-M-9 グループに属する
ESBL を産生する株が増加していることが知られている 41, 76)。Suzuki らは 2002
年から 2003 年に全国 37 施設より分離された 142 株について、130 株が CTX-M
型 ESBL を産生し、2000 年以前は国内での検出頻度の低かった CTX-M-9 グル
ープ（65%）が CTX-M-1 グループ（19%）や CTX-M-2 グループ（16%）に比
し優位となっていることを報告した 76)。Nakamura らは 2000 年から 2009 年に
西日本の 18 施設（入院・外来を含む）より分離された 669 株につき、2007 年
より増加傾向となった CTX-M-9 グループが 55.9%を占め、一方で CTX-M-1
グループ（26.0％）については世界的に拡散している CTX-M-15 産生 E. coli 
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O25b:H4-ST131 が全体の 2.5%を占めることを明らかにしている 41)。また市中
検体について、自施設外来における ESBL 産生大腸菌の増加を背景とした Chong
らの報告によれば、2003 年から 2011 年の西日本の単一の三次医療機関の外来
由来の 268 株のうち CTX-M-9 グループの ESBL が 72.7%を占めている 42)。 
 ESBL の各サブグループ内の亜型および MLST によるシークエンスタイプに
着目した解析として、Kuroda らは 2008 年から 2009 年に東日本の 11 施設（入
院・外来を含む）に由来する ESBL 産生大腸菌 101 株につき、CTX-M-1 グルー
プ（17.8%）においては CTX-M-15 産生 E. coli ST131 が全体の 6.9％を占める
こと、CTX-M-9 グループ（74.2%）では CTX-M-14（48.5%）のほかに CTX-M-27
（21.7%）が本邦で初めて確認されたことを報告している 34) 。Yano らは 2008
年から 2011 年に東日本の単一の三次医療機関（入院・外来を含む）より分離さ
れた 71株につき、CTX-M-1グループ（18.3%）では CTX-M-15産生E. coli ST131
が全体の 11.9％を占め、さらに CTX-M-9 グループ（76.0%）では CTX-M-14
産生株（44.6%）、CTX-M-27 産生株（30.9%）ともシークエンスタイプとして
ST131 が優位であることを明らかにしている 77)。 
 本研究の CTX-M 型 ESBL の各サブグループの割合は、CTX-M-1 グループ
20.8%、CTX-M-2 グループ 1.0%、CTX-M-9 グループ 77.1%と、これらの報告
34, 41, 42, 76, 77)に矛盾しない結果であり、市中由来の検体においても入院・外来患者
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をあわせた検体と同様の傾向がみられた。本研究と、東日本の 2 研究 34, 76)との
各亜型の分離頻度の比較を表 9 に示した。CTX-M-1 グループでは、これらの先
行研究 34, 76)でみられなかった CTX-M-1 (1 株)、CTX-M-28 (3 株)、CTX-M-79 
(1 株)が確認され、亜型の多様化がみられた。 
 CTX-M-9 グループでは本研究では CTX-M-27 産生株（全体の 50%）が
CTX-M-14 産生株（26.0%）を上回り、CTX-M-9 グループに占める CTX-M-27
の割合は、CTX-M-14 産生株が優位であったこれらの研究 34, 77)のいずれに比し
ても本研究において有意に高かった（p=1.4x10-11（文献 34）との比較）, 
p=6.2x10-8（文献 77）との比較）; χ 二乗検定)。 
 本研究では CTX-M-1, M-2, M-9 グループに属さない 2 株のうち 1 株は
CTX-M-8 と同定された。CTX-M-8 グループの ESBL は、ブラジルにおいて臨
床検体からの検出頻度が高く 78)、日本国内では輸入鶏肉由来の大腸菌からの分
離が報告されているが 72, 73)、本邦のヒト由来の CTX-M-8 の分離は、肝硬変患
者において致死的転帰をとった壊死性軟部組織感染症症例の血液培養・局所検
体から分離された 1 例（西日本、2013 年に報告）70)および、医療系学生の便検
体のスクリーニングにて保菌が確認された 1 例（西日本、2010 年に分離） 71)
にとどまり、本例がこれらに次ぐ報告例として注目に値すると考えられた。 
 薬剤感受性に関して、セファロスポリン系薬のセフォタキシムには 96 株中、
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中等度耐性の 1 株を除き耐性であったのに対し、セフタジジムには 42.7%（41
株）が感性を示した。一般に ESBL のうち CTX-M 型はセフォタキシムに対し
セフタジジムよりも強力な活性を示すことが知られており 79)、今回の分離株は
すべて CTX-M 型 ESBL を産生することより、同じ第 3 世代セファロスポリン
系薬であっても薬剤により感受性が異なる結果となったことは、CTX-M 型
ESBL の活性の特徴を反映していると考えられた。 
 今回問題となっている CTX-M-27 は CTX-M-14 の点突然変異により派生し、
一般に分解されにくいセフタジジムを加水分解する能力を獲得した ESBL であ
る 80)。本研究においても、セフタジジムの感性率は CTX-M-14 陽性株において
は 84.0％であったのに対し CTX-M-27 陽性株では 29.2％と耐性化が進行してお
り（p=6.6x10-7; χ 二乗検定)、セフォタキシム、セフタジジムともに耐性を示
す株が市中において拡散していることが示唆された。 
 ESBL 産生大腸菌が感染症の起因微生物であった場合、カルバペネム系薬など
有効な抗菌薬による治療および接触感染予防策を要する。CTX-M-27 陽性株の
拡散が懸念される一方、そのほかの CTX-M 型 ESBL を産生する大腸菌が、本
研究の菌株の分離施設のように微生物検査を外部委託している医療機関におい
て、セフタジジムの MIC が低いために ESBL 産生菌と認識されていない可能性
があり、市中より分離される CTX-M 型 ESBL 産生大腸菌の薬剤感受性の多様
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性について、地域の医療機関と情報を共有する必要があると考えられた。 
 ESBL 産生菌感染症の標準的な治療薬であるカルバペネム系薬に耐性を示す
株は今回みられなかったが、キノロン系薬はナリジクス酸、レボフロキサシン
とも 80%以上が耐性を示した。なお従来のキノロン系薬に比し高い効果が報告
されているシタフロキサシン 69, 81)については、本研究においてもレボフロキサ
シンのブレイクポイントの代用にて感性率 81.3％とレボフロキサシンの 17.7%
より有意に高く（p=1.3x10-16; χ 二乗検定)、市中にて診療機会の多い尿路感染
症等の疾患がシタフロキサシンにより軽快し、ESBL 産生大腸菌が原因と認識さ
れないまま、保菌や他の患者への拡散が起こっている可能性も考えられた。 
 本研究において、染色体性およびプラスミド性キノロン耐性因子の解析を行
なった 48 株のうち、gyrA 領域、parC 領域の変異数の合計が多い株においてキ
ノロン系薬の MIC が高い傾向がみられた（表 6）。なお、既存の報告にて ESBL
産生大腸菌（2004 年に分離）に対する MIC 測定範囲が 0.008-2μg/mL と報告
されているシタフロキサシン 69)に関しては、本研究では MIC=32μg/mL と高
値を示す株が 2 株みられた。これらは blaCTX-M-14、blaCTX-M-27 をそれぞれ有し、S83L
および D87N を含む gyrA, parC 領域にあわせて 4 箇所の変異を有し、ともに
ST131 に属していた。これらはプラスミド性の qnrS も陽性であったが、シタフ
ロキサシンの MIC と qnrS の関連性についてはより多くの菌株での検討を要す
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ると考えられた。 
 本研究における CTX-M-27 陽性株の増加の背景として、接合伝達による ESBL
産生遺伝子を有するプラスミドの伝播もしくは、特定の遺伝学的クローンの拡
散が仮説として考えられた。本邦で分離された CTX-M 型β-ラクタマーゼ産生
大腸菌の解析にて CTX-M-14産生株が CTX-M-27産生株に比し高いプラスミド
の伝達能を示す報告もあるが 82) 、本研究で接合伝達試験の対象とした菌株の中
では、CTX-M-27 陽性株、CTX-M-14 陽性株とも 4 株中 2 株でプラスミドの伝
達がみられたものの、伝達頻度の差異については株数が少なく評価は困難であ
った。 
 MLST においては、CTX-M-14 陽性株はシークエンスタイプが多様であるの
に対し、CTX-M-27 陽性株は ST131（93.8%）と ST38（6.3％）の 2 種類であ
り、ST131 の占める割合が CTX-M-14 陽性株に比し有意に高いことが特徴的で
あった (p= 0.00013; χ 二乗検定)（表 7）。このことは、接合伝達能の高い
CTX-M-14 陽性株は多様なシークエンスタイプの株にプラスミドが伝達される
ことと矛盾せず、一方で、宮城県の市中における CTX-M-27 陽性株の増加に
ST131 クローンの拡散が寄与していることが示唆された。 
 E. coli ST131 は、薬剤耐性のみならず病原性も問題視されている 28)。本研究
において増加が確認された CTX-M-27 産生 E. coli ST131 について、さらに拡
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散が進行すれば、腸管外病原性大腸菌としての病原性と、セファロスポリン系、
キノロン系をはじめ複数系統の抗菌薬への耐性をあわせもつ株が、国内の市中
感染症の原因微生物として顕在化するおそれがある。多系統の抗菌薬に耐性を
示すと同時に病原性の高いクローンの市中における拡散はキノロン系薬や第 3
世代セファロスポリン系薬の処方機会の多い本邦において、ヒトの体内におい
て抗菌薬の選択圧によって野生型の大腸菌が減少することにより、ESBL 産生菌
の単クローン性の増加および、ESBL 産生遺伝子の接合伝達による拡散が促進さ
れることも懸念される。市中における大腸菌感染症の適切な治療および感染対
策、また抗菌薬適正使用の観点から、継続的なモニタリングが必要と考えられ
る。 
 さらに、E. coli ST131 は、宿主細胞に接着する際の線毛の遺伝子（type 1 
fimbrial adhesin gene; fimH）の配列により細分類される。このうち H30 型は特
定の病原因子を有する頻度が高く 83)、臨床的にも起因菌が E. coli ST131 H30 で
あることは薬剤耐性や宿主の免疫状態と独立した予後不良因子であることが報
告されている 84)。このうち、CTX-M-15 を産生しキノロン耐性を示す E. coli 
ST131 H30-Rx が世界的に注目されているが 83, 85)、国内では CTX-M-27 もしく
は CTX-M-14 を産生する E. coli ST131 H30-R の拡散が西日本において報告さ
れている 35)。なお国内の健康な食品事業者において、キノロン系薬に耐性を示
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し、bla CTX-M-27 を擁し不和合性群（Inc）F もしくは FIB に属するプラスミドを
有する E. coli O25b:H4 - ST131 の⾧期の保菌が報告され 36) 、特定のサブクロ
ーンが全国的な流行をきたしている可能性も懸念されており、これらと本研究
で分離された市中検体由来株との関連については追加解析を要すると考えられ
る。 
 本研究の限界として、菌株の由来検体と臨床情報との関連付けを行なってい
ないため、検出された ESBL 産生大腸菌が感染症の起因微生物か定着かの評価
および感染経路についての考察は困難であった。また、プラスミド性キノロン
耐性因子と MIC との関連、CTX-M の型別とプラスミド不和合性群および接合
伝達の頻度の関連については、より多くの株数での解析を要すると考えられた。 
 本研究から発展しうる今後の研究課題として、CTX-M-27 産生 E. coli ST131
について、大腸菌の血清型、プラスミドの不和合性および fimH 遺伝子の型別、
とりわけ国内で近年問題となっている E. coli ST131 H30-R 株との異同の解析が
挙げられる。本邦における ESBL 産生菌の拡散の背景のさらなる考察と将来予
測のため、分子遺伝学的知見の集積とともに、院内および市中の患者のみなら
ず健常人、介護施設入所者、さらに伴侶動物や家畜とその事業者など、種々の
宿主に由来する検体由来の菌株の継続的な解析、さらに臨床的・疫学的背景と
の関連付けによる市中での伝播の経路やリスク因子についての検討が望まれる。 
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７．結 論 
 宮城県内の診療所・病院外来検体に由来する ESBL 産生大腸菌の薬剤耐性に
関する解析を行なった。本研究により得られた新たな知見として、ESBL の型別
において CTX-M-27 が全体の半数を占め、従来最多であった CTX-M-14 を上回
ったこと、従来のキノロン系薬への耐性率は高いもののシタフロキサシンには
より低い MIC を示すこと、本邦の臨床検体由来としては稀少な CTX-M-8 が市
中より分離されたことが挙げられる。さらに、CTX-M-14 陽性株はシークエン
スタイプが多様であるのに対し CTX-M-27 陽性株は ST131 が 93.8%を占めてお
り特定クローンの拡散が示唆された点が特筆される。 
 薬剤耐性菌への対策が重要な課題と位置づけられる中、薬剤耐性と病原性の
両面が問題となる CTX-M-27 産生 E. coli ST131 が市中において拡散しているこ
とが明らかになった。したがって、急性期病院のみならず地域の医療機関等と
連携した感染対策および抗菌薬の適正使用を推進していくことが重要と考えら
れた。  
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Strains. Antimicrob Agents Chemother 2017; 61: e0912-7. 
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１０．図 
図 1：薬剤耐性（AMR）に起因する全世界の死亡者数の推定 
（文献 2）をもとに作成）  
「薬剤耐性」による全世界の死亡者数は、2013 年現在、約 70 万人と推定され
ているが、何も対策を講じない場合、2050 年には 1000 万人となり、「がん」に
よる死亡者数を上回るとされる。 
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図 2： 大腸菌の第 3 世代セファロスポリン耐性率の国際比較 
（文献 5）をもとに作成） 
大腸菌の第 3 世代セファロスポリン耐性率は、本邦においては 17%と、欧米諸
国に比し高いことが報告されている。 
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図 3： プラスミドによる ESBL 産生遺伝子の伝達 
（文献 7, 8）をもとに作成） 
ESBL 産生遺伝子は、細菌のプラスミド上に位置することが多く、接合伝達によ
るプラスミドの授受を介して、細菌どうしの間で伝達されうる。  
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図 4： プラスミドの不和合性 
（文献 10, 11）をもとに作成） 
1 つの細菌内で、種類の異なる特定のプラスミドどうしが共存できない性質を、
プラスミド不和合性（Incompatibility）と呼ぶ。 
（例） 耐性遺伝子を有するプラスミド A は、プラスミド B とは共存できない（不
和合：incompatible）ため、B をもたない細菌には伝達されるが、B をもつ細菌
には排除され伝達されない。 
  
B A A 
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図 5： CTX-M 型 ESBL の分子遺伝学的分類 
（文献 18）より改変） 
CTX-M 型 ESBL は複数の亜型に分類される。本邦の臨床検体からの分離頻度の
高いものとして、CTX-M-1 グループに属する CTX-M-15 および、ともに
CTX-M-9 グループに属する CTX-M-14 と CTX-M-27 がある。 
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 <陽性>       <陰性> 
図 6：ESBL 確認試験 
セフォタキシム（CTX）、セフタジジム（CAZ）、およびこれらにそれぞれクラ
ブラン酸（CVA）を含有させた薬剤ディスク（CTX/CVA, CAZ/CVA）を用い、
クラブラン酸含有ディスクの阻止円径が非含有ディスクに比し 5mm 以上拡大
した場合に陽性、すなわち ESBL 産生菌と判定した。 
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図 7： 接合伝達試験 
プラスミド上に ESBL 産生遺伝子、染色体上にフルオロキノロン耐性変異（FQr）
を有する大腸菌を、染色体上にアジ化ナトリウム耐性変異（AZDr）を有する特
殊な大腸菌（E. coli J53 Azr）と混合培養する。プラスミドの接合伝達により生
成された菌株（Conjugant）は、セフェム系薬とアジ化ナトリウム（AZD）に同
時に耐性を示すが、キノロン系薬には感性を示す。セフェム系薬と AZD を含む
選択培地にて培養し生育したコロニーのうち、キノロン系薬を含む培地では生
育しないものを計数することにより、伝達頻度を算出する。 
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１１．表 
表 1：本文中に用いた略語 
 
  
　ESBL Extended-spectrum β-lactamase 基質特異性拡張型β-ラクタマーゼ
　Inc Incompatibility 不和合性
　MLST Multilocus sequence typing  - 
　ExPEC Extra-intestinal pathogenic E. coli 腸管外病原性大腸菌
　CLSI Clinical and Laboratory Standards Institute  - 
　MIC Minimum Inhibitory Concentration 最小発育阻止濃度
　BLAST Basic Local Alignment Search Tool  - 
　S-DD Susceptible-Dose Dependent 用量依存的感性
　fimH type 1 fimbrial adhesin gene  - 
- 54 - 
 
 
表 2：ESBL 確認試験、薬剤感受性試験に用いた薬剤 
表 2A：ESBL 確認試験に用いた薬剤ディスク 
 
  
薬剤名 ディスク名 製造販売元
セフォタキシム KBディスク® 栄研化学、東京
セフタジジム KBディスク® 栄研化学、東京
セフォタキシム・クラブラン酸 ESBLs-CTX/CVA® 栄研化学、東京
セフタジジム・クラブラン酸 ESBLs-CAZ/CVA® 栄研化学、東京
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表 2B：薬剤感受性試験に用いた薬剤 
  
薬剤名
ピペラシリン
ピペラシリン・
タゾバクタム
セフォキシチン
セフォタキシム
セフタジジム
セフェピム
イミペネム
メロペネム
ナリジクス酸
レボフロキサシン
シタフロキサシン
ゲンタマイシン
アミカシン
アズトレオナム
Sigma-Aldrich、ミズーリ、米国／
富山化学、東京
Sigma-Aldrich、ミズーリ、米国
製造販売元
LKT Laboratories、ミネソタ、米国
LKT Laboratories、ミネソタ、米国
ブリストル・マイヤーズ、東京
Sigma-Aldrich、ミズーリ、米国
Sigma-Aldrich、ミズーリ、米国
Sigma-Aldrich、ミズーリ、米国
LKT Laboratories、ミネソタ、米国
Sigma-Aldrich、ミズーリ、米国
Sigma-Aldrich、ミズーリ、米国
シミック、東京
第一三共、東京
Sigma-Aldrich、ミズーリ、米国
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表 3：本研究に用いたプライマー 
表 3A：βラクタマーゼ産生遺伝子の検出、シークエンス解析に用いた 
プライマーおよび反応条件 
 
  
変性 アニーリング 伸⾧ サイクル数
TEM-No.1 TTGGGTGCACGAGTGGGTTA
TEM-No.2 TAATTGTTGCCGGGAAGCTA
SHV-No.1 TCGGGCCGCGTAGGCATGAT
SHV-No.2 AGCAGGGCGACAATCCCGCG
CTX-M-cons-F TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA
CTX-M-cons-R CGATATCGTTGGTGGTGCCATA
OXA-1-F GGATAAAACCCCCAAAGGAA
OXA-1-R TGCACCAGTTTTCCCATACA
IMP-1-F AAGGCGTTTATGTTCATACTTCG
IMP-1-R TTTAACCGCCTGCTCTAATGTAA
CTX-M1G-F AACTTGCCGAATTAGAGCGGC
CTX-M1G-R GGTTGAGGCTGGGTGAAGTA
CTX-M-1/F GGTTAAAAAATCACTGCGTC
CTX-M-1/R TTACAAACCGTYGGTGACGA
CTX-M2-No.1 ACGCTACCCCTGCTATTT
CTX-M2-No.2 CCTTTCCGCCTTCTGCTC
CTXB_for ATGATGACTCAGAGCATTCGCCGC
CTXB_rev TCAGAAACCGTGGGTTACGATTTT
CTX-M-9G-F GTGACAAAGAGAGTGCAACGG
CTX-M-9G-R ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC
51)
文献
TEM 96℃ 30秒 60℃ 30秒 72℃ 60秒 30 506
CTX-M 95℃ 20秒
PCR産物の
サイズ(b.p.)
備考
96℃ 30秒 60℃ 30秒 72℃ 60秒 30 628
プライマー名 目的遺伝子 塩基配列(5'---3')
反応条件
52)
51)
CTX-M-1 group 94℃ 30秒 54℃ 30秒 72℃ 60秒 35 873 シークエンス
解析用
CTX-M-1 group 96℃ 30秒 60℃ 30秒 72℃ 60秒 30 705
56)
55)
54℃ 30秒 72℃ 30秒 30 544
SHV
58)
57)
OXA-1 95℃ 30秒 55℃ 30秒 72℃ 60秒 30 369
CTX-M-9 group 95℃ 20秒 65℃ 30秒 72℃ 30秒 30 856 59)
54)
53)
CTX-M-2 group 95℃ 20秒 65℃ 30秒 72℃ 30秒
IMP-1/IMP-6 95℃ 30秒 55℃ 30秒 72℃ 60秒 30 604
30 876
CTX-M-2 group 96℃ 30秒 50℃ 30秒 72℃ 60秒 30 782
シークエンス
解析用
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表 3B：プラスミド性キノロン耐性遺伝子および染色体性キノロン耐性決定領域の
変異の検出に用いたプライマーおよび反応条件 
 
 
  
変性 アニーリング 伸⾧ サイクル数
qnrA/F ATTTCTCACGCCAGGATTTG
qnrA/R GATCGGCAAAGGTTAGGTCA
qnrB/F GATCGTGAAAGCCAGAAAGG
qnrB/R ATGAGCAACGATGCCTGGTA
qnrS/F GCAAGTTCATTGAACAGGGT
qnrS/R TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
aacIbF TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
aacIbR CTCGAATGCCTGGCGTGTTT
gyrA-F TACACCGGTCAACATTGAGG
gyrA-R TTAATGATTGCCGCCGTCGG
parC-F AAACCTGTTCAGCGCCGCATT
parC-R GTGGTGCCGTTAAGCAAA
文献
60) 
61)
428
94℃ 30秒 55℃ 90秒
55℃ 90秒
55℃ 90秒
55℃ 90秒
プライマー名 目的遺伝子 塩基配列(5'---3')
反応条件 PCR産物の
サイズ(b.p.)
qnrB 476
qnrS
qnrA 516
parC 95℃ 30秒 60℃ 30秒 72℃ 60秒 30 395
gyrA 95℃ 30秒 62℃ 30秒 72℃ 60秒 30 647
aac(6')-Ib 482
94℃ 30秒
94℃ 30秒
94℃ 30秒
72℃ 90秒
72℃ 90秒
72℃ 90秒
72℃ 90秒
40
40
40
40
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表 3C：MLST に用いたプライマーおよび反応条件 
 
  
変性 アニーリング 伸⾧ サイクル数
adkF ATTCTGCTTGGCGCTCCGGG
adkR CCGTCAACTTTCGCGTATTT
fumCF TCACAGGTCGCCAGCGCTTC
fumCR GTACGCAGCGAAAAAGATTC
gyrBF TCGGCGACACGGATGACGGC
gyrBR ATCAGGCCTTCACGCGCATC
icdF ATGGAAAGTAAAGTAGTTGTTCCGGCACA
icdR GGACGCAGCAGGATCTGTT
mdhF ATGAAAGTCGCAGTCCTCGGCGCTGCTGGCGG
mdhR TTAACGAACTCCTGCCCCAGAGCGATATCTTTCTT
purAF CGCGCTGATGAAAGAGATGA
purAR CATACGGTAAGCCACGCAGA
recAF CGCATTCGCTTTACCCTGACC
recAR TCGTCGAAATCTACGGACCGGA
文献
62, 63)
プライマー名 目的遺伝子 塩基配列(5'---3')
反応条件 PCR産物の
サイズ(b.p.)
recA 780
adk
94℃ 30秒 60℃ 90秒 72℃ 90秒  35
583
fumC 806
gyrB 911
icd 878
mdh 932
purA 816
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表 3D：プラスミド不和合性群の型別に用いたプライマーおよび反応条件 
 
  
変性 アニーリング 伸⾧ サイクル数
HI1 FW GGAGCGATGGATTACTTCAGTAC
HI1 RV TGCCGTTTCACCTCGTGAGTA
HI2 FW TTTCTCCTGAGTCACCTGTTAACAC
HI2 RV GGCTCACTACCGTTGTCATCCT
I1 FW CGAAAGCCGGACGGCAGAA
I1 RV TCGTCGTTCCGCCAAGTTCGT
X FW AACCTTAGAGGCTATTTAAGTTGCTGAT
X RV TGAGAGTCAATTTTTATCTCATGTTTTAGC
L/M FW GGATGAAAACTATCAGCATCTGAAG
L/M RV CTGCAGGGGCGATTCTTTAGG
N FW GTCTAACGAGCTTACCGAAG
N RV GTTTCAACTCTGCCAAGTTC
FIA FW CCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTG
FIA RV GTATATCCTTACTGGCTTCCGCAG
FIB FW GGAGTTCTGACACACGATTTTCTG
FIB RV CTCCCGTCGCTTCAGGGCATT
W FW CCTAAGAACAACAAAGCCCCCG
W RV GGTGCGCGGCATAGAACCGT
Y FW AATTCAAACAACACTGTGCAGCCTG
Y RV GCGAGAATGGACGATTACAAAACTTT
P FW CTATGGCCCTGCAAACGCGCCAGAAA
P RV TCACGCGCCAGGGCGCAGCC
FIC FW GTGAACTGGCAGATGAGGAAGG
FIC RV TTCTCCTCGTCGCCAAACTAGAT
A/C FW GAGAACCAAAGACAAAGACCTGGA
A/C RV ACGACAAACCTGAATTGCCTCCTT
T FW TTGGCCTGTTTGTGCCTAAACCAT
T RV CGTTGATTACACTTAGCTTTGGAC
FIIS FW CTGTCGTAAGCTGATGGC
FIIS RV CTCTGCCACAAACTTCAGC
FrepBFW TGATCGTTTAAGGAATTTTG
FrepB RV GAAGATCAGTCACACCATCC
K/B FW K, B/O GCGGTCCGGAAAGCCAGAAAAC  - 
K RV K TCTTTCACGAGCCCGCCAAA 160
B/O RV B/O TCTGCGTTCCGCCAAGTTCGA 159
72℃ 60秒60℃ 30秒94℃ 60秒
534
765
242
702
3072℃ 60秒52℃ 30秒94℃ 60秒
94℃ 60秒 60℃ 30秒 72℃ 60秒 30
F
FIIS
T
A/C
FIC
P
Y
W
FIB
FIA
N
L/M
X
I1
HI2
HI1
プライマー名 目的遺伝子 塩基配列(5'---3')
反応条件 PCR産物の
サイズ(b.p.)
文献
12)
12)
12)
462
559
785
376
139
644
471
270
270
750
465
262
30
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表 4：薬剤感受性試験結果（n=96） 
 
  
MIC50 MIC90 MIC測定範囲 感性率
用量依存的
感性率*
中等度
耐性率
耐性率
μg/mL μg/mL    μg/mL  % % % %
ピペラシリン >128 >128 64 - >128 0 ‐ 1.0 99.0
ピペラシリン・
タゾバクタム
4 16 0.5 - >128 92.7 ‐ 2.1 5.2
セフォキシチン 16 32 2 - >128 46.9 ‐ 0 53.1
セフォタキシム 32 >128 2 - >128 0 ‐ 1.0 99.0
セフタジジム 8 64 0.125 - >128 42.7 ‐ 13.5 43.8
セフェピム 8 64 0.25 - >128 18.8 52.1* ‐ 29.2
イミペネム 0.25 0.25 <0.06 - 1 100 ‐ 0 0
メロペネム <0.06 <0.06 <0.06 - 0.125 100 ‐ 0 0
ナリジクス酸 >128 >128 4 - >128 10.4 ‐ 0 89.6
レボフロキサシン 16 32 <0.06 - 128 17.7 ‐ 2.1 80.2
シタフロキサシン** 2 4 <0.06 - 32 81.3** ‐ 12.5** 6.2**
ゲンタマイシン 0.5 64 <0.06 - 128 77.1 ‐ 0 23.0
アミカシン 4 8  1 - 8 100 ‐ 0 0
アズトレオナム 8 32 0.25 - 64 35.4 ‐ 32.3 32.3
薬剤名
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（表 4 補足） 
* CLSI の 2014 年の改訂にて、腸内細菌科細菌におけるセフェピムの感受性の基
準 と し て 「 中 等 度 耐 性  (Intermediate) 」 に 代 わ り 「 用 量 依 存 的 感 性 
(Susceptible-Dose Dependent: S-DD)」が用いられるようになった。すなわち、
セフェピムによる治療失敗例は分離株の MIC が、従来「中等度耐性」であった
4-8µg/mL にあり、かつ投与量が少ない症例であり、この範囲の MIC であって
も高用量投与により有効性が期待できることより、「中等度耐性」から「用量依
存的感性」に改められた。他の抗菌薬については「用量依存的感性」に変更さ
れず、従来同様「中等度耐性」が用いられている 67, 68)。 
** シタフロキサシンはブレイクポイントが設定されていないため、文献 69)を
参考に、同じキノロン系薬であるレボフロキサシンのブレイクポイントを代用
し感性、中等度耐性、耐性を判定した。  
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表 5：β-ラクタマーゼ産生遺伝子 
 
 
 
 
 
* CTX-M-15（11 株）、CTX-M-28, CTX-M-55（各 3 株）、 
 CTX-M-1 , CTX-M-3, CTX-M-79（各 1 株） 
** CTX-M-2（1 株） 
*** CTX-M-27（48 株）、CTX-M-14（25 株）、CTX-M-65（1 株） 
  
TEM 33
SHV 1
CTX-M 96
CTX-M-1グループ * 20
CTX-M-2グループ ** 1
CTX-M-9グループ *** 74
OXA-1 1
IMP-1/IMP-6 0
β-ラクタマーゼ産生遺伝子 陽性株数
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表 6：染色体性キノロン耐性決定領域の変異数とレボフロキサシンの MIC（n=48） 
 
  
株数
<=0.06 0.1 0.3 0.5 1 2 4 8 16 32 64 >=128 計
0 4 4
1 1 2 3
3 1 2 3 3 3 12
4 3 13 9 2 2 29
株数 計 4 1 2 1 2 6 16 12 2 2 48
レボフロキサシンのMIC (µg/mL)
gyrA,  parC
領域の変異
の合計
- 64 - 
 
CTX-M-27 CTX-M-14 計
 ST131 53-40-47-13-36-28-29 45 6 51
 ST38 4-26-2-25-5-5-19 3 8 11
 ST648 92-4-87-96-70-58-2 4 4
 ST68 33-26-2-31-5-16-19 2 2
 ST69 21-35-27-6-5-5-4 2 2
 ST457 101-88-97-108-26-79-2 1 1
 ST1177 4-26-2-211-5-5-19 1 1
 不明 460-38-19-37-17-11-26 1 1
 計 48 25 73
株数
 型別 ハウスキーピング配列
 
表 7：CTX-M-14 陽性株、CTX-M-27 陽性株の MLST（n=73） 
 
 
 
 
 
 
* ST131 の占める割合は、CTX-M-27 陽性株：48 株中 45 株 (93.75%)、
CTX-M-14 陽性株：25 株中 6 株 (24%)と、CTX-M-27 陽性株において有意に
高かった (p= 0.00013; χ二乗検定) 。  
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表 8：プラスミド不和合性群の型別および接合伝達試験（n=12） 
TC：テトラサイクリン、SM：ストレプトマイシン、KM：カナマイシン 
CTX-M 不和合性群 薬剤耐性 MLST CTX-M 不和合性群 薬剤耐性
F TC ST131 (-)
I1, FIA, FIB, F TC, SM ST131 (-)
FIA, FIB TC, CP, SM ST354 (-)
FIA, FIB, F TC, SM ST131 (-)
N, FIA, FIB, F SM ST131 3.4x10-7 M-9 group N, FIA, FIB, F SM
I1, FIA, FIB, F KM, SM ST68 (-)
FIA, FIB, F TC ST648 6.4x10-4 M-9 group FIA, FIB, F (-)
FIB, F TC ST38 (-)
FIA, FIB, F TC, SM ST131 4.7x10-7 M-9 group FIA, FIB, F TC
FIA, FIB, F TC, SM ST131 (-)
FIA, FIB, F TC, SM ST131 1.3x10-6 M-9 group FIA, FIB, F TC
伝達後の株
CTX-M-27
CTX-M-15
(-)
CTX-M-14
M-1 group I1
接合伝達
伝達頻度
CTX-M-15 and
CTX-M-27
I1, FIA, F TC, SM ST131 1.1x10-4
供与株
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表 9：CTX-M 各亜型の分離頻度および先行研究との比較（n=96） 
 
* CTX-M-1 (n=1), -M-28 (n=3), -M-79 (n=1) 
** 本研究の 1 株において、CTX-M-1 グループと-M-9 グループがともに陽性 
 (CTX-M-15 と-M-27) 
# CTX-M-8 (n=1) 
CTX-M-3 -M-15 -M-55 others
2015  n=96 100% 1.0% 11.5% 3.1% 5.2% * 本研究
2008-11  n=71 95.8% 4.2% 12.7% 1.4%    0% 77)
2008-09  n=101 96.0% 5.0% 7.9% 5.0%    0% 34)
CTX-M-9 -M-14 -M-24 -M-27 -M-65
2015  n=96 100%   0% 26.0% 0% 50% 1.0% 2.1% 本研究
2008-11  n=71 95.8% 1.4% 43.7% 1.4% 29.6%    0%    0% 77)
2008-09  n=101 96.0% 2.0% 48.5% 2.0% 21.8%    0%    0% 34)
CTX-M
陽性率
分離年
その他#
／不明分離年  株数 文献
4.0%
1.4%
1.0%
CTX-M-2
CTX-M-2 group 文献CTX-M-1 group**
CTX-M-9 group**
 株数 CTX-M陽性率
